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Referat:   In mehrzelligen Organismen ist der Aufbau stabiler Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen 
lebensnotwendig. Hierfür werden innerhalb einer Körperzelle membranständige Adhäsionskomplexe 
gebildet, die eine zentrale Rolle in der Verankerung sowie Regulierung des intrazellulären Zytoskelettes 
spielen. Zu diesen Aktin-bindenden Proteinen gehören das ubiquitär vorkommende Vinculin sowie dessen 
muskelspezifische Spleißvariante Metavinculin, deren genaue Funktion bisher nicht bekannt ist. 
Metavinculin besitzt einen Einschub von zusätzlichen 68 Aminosäuren im Vergleich zu Vinculin, wodurch 
eine neue alpha-Helix H1´ im Bereich der Schwanzdomäne entsteht, die dem Protein funktionelle 
Unterschiede verleiht. Frühere  Studien zeigten, dass eine Punktmutation innerhalb des Metavinculin-
spezifischen Einschubes (Mutante R975W) mit dem Auftreten einer familiären dilatativen 
Kardiomyopathie assoziiert ist. 
In der vorliegenden Arbeit wurden biochemische und zellbiologische Versuche sowie 
immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt, welche bisher unbekannte Eigenschaften des 
Metavinculins aufdecken und Hinweise zur physiologischen Funktion des Metavinculins in muskulären 
Zelladhäsionsverbindungen liefern. Es konnte in der Rindermuskulatur gezeigt werden, dass Metavinculin 
eine fasertypabhängige Expression aufweist, welche unabhängig vom verwendeten Muskeltyp 
reproduzierbar auftritt. Metavinculin wird im Gegensatz zum ubiquitär vorkommenden Vinculin in den 
Muskeladhäsionskomplexen vor allem schneller, glykolytischer Muskelfasertypen ausgebildet. 
Untersuchungen zur Proteindynamik zeigten eine deutlich verlängerte Verweildauer von Metavinculin im 
Vergleich zu Vinculin in den Adhäsionskomplexen von Muskelvorläuferzellen. In CD-spektroskopischen 
Untersuchungen konnte eine deutliche Destabilisierung der Schwanzdomäne der Metavinculin-Mutante 
R975W im Vergleich zum Wildtyp aufgezeigt werden. 
Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der zusätzliche Einbau von Metavinculin in die 
Adhäsionskomplexe von Muskelfasern eine spezielle Anpassung an die physiologische Funktion und 
mechanische Belastung der Muskelfasern ist und wahrscheinlich eine höhere mechanische Stabilität bei 
schnellen und glykolytischen Muskelfasertypen gewährleistet. Wird die Stabilität der aktinbindenden 
Domäne in Metavinculin durch eine Punktmutation vermindert, könnte dies zu einer weniger stabilen 
Verankerung des Aktinzytoskelettes führen, was zu den pathophysiologischen Veränderung des 





6E3  monoklonaler Anti-Metavinculin Antikörper 
ATP  Adenosintriphosphat 
APTase Adenosintriphosphatase 
DAPI  4´,6-Diamidin-2-phenylindol (Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von DNA) 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
EGFP  verstärktes grün fluoreszierendes Protein (engl.: enhanced green fluorescent  
  protein) 
FF  Fasertyp fast fatigable 
FG  Fasertyp fast glycolytic 
FOG  Fasertyp fast oxydative glycolytic 
FR  Fasertyp fast fatigue resistant 
FRAP  Fluorescence recovery after photo bleaching 
gam488 grün fluoreszierender (sekundärer) Anti-Maus Antikörper aus der Ziege (engl.:  
   goat anti mouse) 
GPDH  Glycerol-3-Phosphatdehydrogenase 
hVin-1  monoklonaler Anti-Vinculin-Antikörper (detektiert Vinculin und Metavinculin) 
MyHC  Myosin heavy chain – schwere Kette des Myosins (manchmal auch MHC) 
PBS  Phosphatgepufferte Salzlösung (engl.: Phosphate buffered saline) 
S  Fasertyp slow 
SDH  Succinatdehydrogenase 
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1.1 Allgemeine Einleitung 
In vielzelligen Organismen sind Interaktionen von Zellen untereinander für viele Funktionen wie 
beispielsweise der Gewebeintegrität essentiell. Um diese zu ermöglichen und einen funktionalen 
Zellverband aufzubauen, spielt die Anheftung der Zellen aneinander eine ebenso große Rolle wie die 
Verankerung der Zellen an der extrazellulären Matrix. Diese Anheftung sorgt für Stabilität, ermöglicht 
Zellbewegung, Signalübertragung, Wundheilung sowie Embryogenese und wird durch sogenannte Zell-
Adhäsionskomplexe bewerkstelligt, die aus über 150 verschiedenen Proteinen bestehen können. 
Essentiell für den Aufbau physiologischer Zell-Matrix-Kontakte (e.g. Fokalkontakt, siehe Abbildung 1) sind 
die Transmembran-Adhäsionsrezeptoren der Integrinfamilie, sowie Talin und Meta-/Vinculin, welche mit 
dem Zytoskelett in Verbindung treten. 
 
 
Abb. 1: Lokalisation von EGFP-Vinculin (grün) in Zelladhäsionskomplexen (hier als Fokalkontakte bezeichnet) 
einer transient transfizierten glatten Muskelzelle, welche aus der Rinderharnblase gewonnen wurde. 
Actinfasern (rot) wurden mit Phalloidin sowie nukleäre DNA (blau) mit DAPI gefärbt. 
 
1.2 Die Adhäsionsproteine Metavinculin und Vinculin 
1.2.1 Bedeutung und Vorkommen 
Die Adhäsionsproteine Metavinculin und Vinculin sind wichtige Bestandteile im Zell-Matrix-
Adhäsionskomplex. Ein Fehlen von Vinculin ist mit dem Leben offenbar nicht vereinbar, wie der knock-out 
des Vinculin-Gens im Mausmodell nahelegt. (1). Metavinculin sowie Vinculin kommen in den Integrin-
abhängigen Adhäsionskomplexen vor und verbinden das Aktinfilamentsystem via Adapterproteinen mit 
den Integrinrezeptoren (Abbildung 2C). Das ubiquitär vorkommende Adhäsionsprotein Vinculin wird in 
allen Zelltypen des Körpers exprimiert. Dagegen wird die Spleißvariante Metavinculin vor allem 




Menge in der Herzmuskulatur sowie in den dense plaques der glatten Muskulatur nachgewiesen werden 
(2). Nach Mikroinjektion von gereinigtem, fluoreszenzmarkierten Metavinculin sowie Vinculin ko-
lokalisieren beide Proteine in Fokalkontakten von Fibroblasten und zeigen dort eine spezifische 
Anreicherung (3). Metavinculin kommt nur in Gegenwart von Vinculin in Zell-Adhäsionskomplexen vor, 
jedoch nicht umgekehrt. 
 
 
Abb. 2: Hypothetisches und stark vereinfachtes Modell der gegenwärtigen Vorstellung der Dynamik von 
Vinculin und Metavinculin in Adhäsionskomplexen. Modifiziert nach Bakolitsa et al., 1999 (
4
); Johnson & Craig, 
2000 (
5
); Witt et al., 2004 (
6
); Ziegler et al., 2006 (
7
). 
Dargestellt sind Integrindimere (dunkelgrau), welche mit Talin (grün) über dessen N-terminale FERM-Domäne 
sowie einer Integrin-Bindungsdomäne der Talin-Schwanzdomäne verbunden sind. Actinfilamente (graue 
Ketten) binden an Talin über dessen FERM-Domäne bzw. über C-terminale Actinbindungsstellen. 
Vinculin (mit Helix H1, blau dargestellt) und Metavinculin (mit Helix H1´, lila dargestellt) liegen in ihrer inaktiven 
Form in geschlossener Konformation im Zytosol vor. Nach Kontakt mit Talin und sauren Phospholipiden der 
Plasmamembran öffnet sich das Vinculinmolekül und bindet mit seiner Kopfdomäne an Talin und andere 
Integrin-assoziierte Proteine (hier nicht dargestellt). Dabei werden im Bereich der Schwanzdomäne 
Aktinbindungsstellen zugänglich. Aktiviertes Vinculin kann nun auch Metavinculin aktivieren und in eine offene 
Konformation überführen, sodass dieses in den Adhäsionskomplex eingebaut werden kann. Vinculin und 
Metavinculin können über deren nun zugängliche Schwanzdomänen Aktin binden und stellen so eine stabile 
Verankerung des Zytoskelettes mit dem Adhäsionskomplex her. 
Der Einbau und die Freisetzung der Adhäsionsproteine unterliegen einer genauen Regulation. Mechanische 
Belastung bevorzugt den Einbau über die Freisetzung von Vinculin, was zu einer Verstärkung des 
Fokalkontaktes führt (
8






1.2.2 Aufbau, Struktur und Bindungspartner 
Metavinculin ist ein Protein aus 1134 Aminosäuren und besitzt ein Molekulargewicht von 123 kDa.  
Das humane Vinculin-Gen liegt auf Chromosom 10q22.1-q23 und umfasst 22 Exons. Durch alternatives 
Spleißen entstehen aus der prä-mRNA die Vinculin-mRNA ohne das Exon 19 bzw. die Metavinculin-mRNA 
mit Exon 19. Dieses Exon 19 kodiert für einen zusätzlichen, metavinculin-spezifischen Einschub von 68 
Aminosäuren (9), wie in Abbildung 3 gezeigt.  
 
 
Abb. 3: Vinculin wie auch Metavinculin bestehen aus einer N-terminalen Kopfdomäne, einer C-terminalen 
Schwanzdomäne sowie einer dazwischen liegenden Gelenkregion (Linker). Die Proteindomänen beider 
Moleküle unterscheiden sich durch einen Einschub von 68 Aminosäuren im Bereich der Helices H1 und H2 in 
der Schwanzdomäne des Metavinculins, sodass bei diesem eine Helix H1´ entsteht. Diese Modifikation bewirkt 
veränderte biochemische Eigenschaften des Proteins. Die Zahlen geben die Position der Aminosäuren an. 
Innerhalb des 68-Aminosäuren-Einschubes befindet sich das Epitop des Metavinculin-spezifischen Antikörpers 
6E3-Anti-Metavinculin. AS: Aminosäuren. 
 
Die Anzahl dieser zusätzlich in die Vinculin-Proteinsequenz inserierten Aminosäuren unterscheidet sich 
geringfügig zwischen verschiedenen Spezies: sie beträgt bei Mensch, Maus und Schwein je 68 
Aminosäuren, beim Huhn 69 und beim Krallenfrosch Xenopus laevis sogar 79 Aminosäuren (Fig. 1A im 
Artikel). Diese metavinculin-spezifische Insertion weist hochkonservierte Bereiche auf, was auf eine 
essentielle Funktion dieser Aminosäuresequenz des Metavinculins hindeutet. Das Epitop, welches durch 
den in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Metavinculin-Antikörper 6E3 erkannt wird, ist bei allen 
hier genannten Spezies identisch. 
Vinculin wie auch Metavinculin bestehen aus drei Proteindomänen: aus einer N-terminalen globulären 
Kopfdomäne (90 kDa) sowie einer C-terminalen Schwanzdomäne (27 kDa bei Vinculin). Dazwischen 
befindet sich eine Prolin-reiche Region, welche als Gelenkregion bezeichnet wird und eine hohe 
Beweglichkeit der Schwanz- gegenüber der Kopfdomäne ermöglicht. Die Metavinculin- bzw. Vinculin-
Kopfdomänen bestehen aus einer dreiteiligen Kleeblatt-artigen Struktur. Die wichtigsten Liganden der 
Kopfdomäne sind α-Actinin und Talin, welches mit Transmembranrezeptoren aus der Familie der 
Integrine in Verbindung steht. 
Die Schwanzdomänen beider Proteine bestehen aus einem Bündel von 5 anti-parallelen α-Helices, welche 
über kurze Schleifen von wenigen Aminosäuren miteinander verbunden sind. Die Schwanzdomäne bindet 
an Aktinfilamente (F-Aktin) und weist darüber hinaus Bindungsstellen u. a. für das Zytoskelettprotein 
Paxillin und für saure Phospholipide (10; 7) auf. Damit ermöglichen Vinculin und Metavinculin die 




Schwanzdomäne zum Aktin-Zytoskelett. Vinculin und Metavinculin sind in Regulation (11) und 
mechanischer Verbindung zentrale Spieler des Adhäsionskomplexes (7) und somit für die Stabilität der 
Zellen untereinander sowie zur extrazellulären Matrix von essentieller Bedeutung. 
 
1.2.3 Unterschiede in Aufbau und Funktion zwischen Metavinculin und Vinculin 
Metavinculin unterscheidet sich vom Vinculin durch einen Einschub von 68 Aminosäuren. Hierdurch 
kommt es im Bereich der Schwanzdomäne des Vinculins zu einem Ersatz der Helix H1 mitsamt 
vorangehender Sequenz zu einer neuen Helix H1´ des Metavinculins, wie Kristallstrukturanalysen ergeben 
haben (12). Die Schwanzdomäne wird dadurch von 27 kDa auf 32 kDa vergrößert. Diese Veränderungen 
verleihen Metavinculin individuelle Aktinbündelungs- sowie Oligomerisationseigenschaften (12), deren 
spezielle Bedeutung unbekannt ist.  
In vitro Experimente zeigten, dass die Aktin-bindende Schwanzdomäne von Vinculin die Bildung von 
gebündelten dicken F-Aktin-Filamenten bewirkt, wohingegen sie im Metavinculin zur Entstehung feiner 
Aktin-Netzwerke führt (13). 
Unklar ist, welchen Einfluss der Helix-Ersatz auf Dynamik und Verweildauer des Metavinculins in den 
Adhäsionskomplexen von Muskelzellen hat und wie dadurch Stabilität und Dynamik des gesamten 
Adhäsionskomplexes beeinflusst werden. 
 
1.2.4 Unterschiede der Dynamik im Adhäsionskomplex 
Es wird bisher angenommen, dass ein Anteil von Vinculin ebenso wie von Metavinculin in einem inaktiven 
Zustand im Zytoplasma vorliegt. Dabei nehmen sie eine geschlossene, autoinhibitorische Konformation 
an, bei der sich Kopf- und Schwanzdomäne aneinander anlagern. Durch diese hochaffine intramolekulare 
Interaktion werden Bindungsstellen für andere Liganden maskiert.  
Wie die Aktivierung von (Meta-)Vinculin erfolgt, ist bisher nicht genau bekannt. Ein möglicher 
Mechanismus könnte die gleichzeitige Interaktion von Vinculin mit sauren Phospholipiden der 
Zellmembran und mit Talin sein, welche die Aufhebung der autoinhibitorischen Konformation induziert 
(Abbildung 2A). Nachfolgend können dann weitere Liganden mit der Kopf-, Gelenk- oder Schwanzregion in 
Wechselwirkung treten (4). 
Die Bindung an Talin erhält die offene Konformation (14), sodass die Vinculin–Schwanzdomäne nach Lösen 
der Assoziation mit der Membran an Aktinfilamente binden kann. Gegensätzliche Meinungen gibt es über 
die Bedeutung von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) im Rahmen der Aktivierung (6; 15). Aktiviertes 
Vinculin ist in der Lage, mit sich selbst zu interagieren und Homodimere, aber auch Homotrimere und -
oligomere zu bilden. Diese Oligomerisation verstärkt die Interaktion mit anderen Bindungspartnern und 
stabilisiert möglicherweise Zell-Adhäsionskomplexe (16). 
Der Ersatz der Helix im Metavinculin führt zu veränderten biochemischen Eigenschaften. Durch den stark 
sauren Metavinculin-Einschub wird der isoelektrische Punkt entscheidend verändert. In der murinen 




Vergleich zu pH 10,6 beim Vinculin (6). Dies führt zu einer verschlechterten Interaktionsfähigkeit zwischen 
Metavinculin und sauren Phospholipiden wie PIP2 an der Zellmembran (6), was sich auf Aktivierung und 
Aufnahme in den Adhäsionskomplex bzw. Entlassung aus diesem auswirken könnte. Aufgrund dessen 
wird Metavinculin hauptsächlich durch bereits aktiviertes Vinculin aktiviert (Abbildung 2B). Die 
metavinculin-spezifische Helix verhindert offenbar eine Homodimerisierung von Metavinculin (12), 
weshalb Metavinculin anscheinend nur als Heterodimer mit Vinculin in Zell-Adhäsionsstellen vorkommt 
(Abbildung 2C). 
Sind Vinculin bzw. Metavinculin aktiviert, kann dieser Zustand durch Phosphorylierungen sowie 
Interaktionen mit Liganden, z.B. Talin oder F-Aktin, stabilisiert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass 
Metavinculin in vivo etwa achtmal stärker phosphoryliert vorliegt als Vinculin (17).  
An Aktin gebundenes Vinculin kann durch erhöhte lokale Konzentration von sauren Phosholipiden (PIP2) 
aus dieser Bindung verdrängt werden und eine Demontage des Adhäsionskomplexes einleiten (15). Somit 
hat Vinculin eine regulatorische Funktion des Adhäsionskomplexes und wird dabei als so genannter Lipid-
Sensor bezeichnet (15). 
Es ist bisher nicht hinreichend geklärt, wie die Proteindynamik des Metavinculins durch den Helixersatz 
der Schwanzdomäne beeinflusst wird. Untersuchungen mit Vinculinmutanten, welche veränderte 
Loslösungseigenschaften aus dem Adhäsionskomplex und somit unterschiedliche Verweildauern 
aufwiesen, zeigten interessanterweise einen Einfluss auch auf den Umsatz von Integrin-Rezeptoren und 
anderen Adapterproteinen des Zytoskelettes und letztendlich einen Einfluss auf Größe und Lebensdauer 
von Fokalkontakten (Abbildung 1) (15). Daher liegt nahe, dass sich Unterschiede in der Proteindynamik 
zwischen beiden Adhäsionsproteinen auf den Adhäsionskomplex und auf die Funktion der Zelle als 
Ganzes, z.B. was Stabilität und Migration angeht, auswirken könnten, beziehungsweise dass 
unterschiedliche Anforderungen der Zelle eine Spezialisierung der Fokalkontakte und deren Proteine 
erfordert. Aufgrund dessen wurde der Umsatz von Metavinculin in Adhäsionskomplexen von C2C12 
Muskelzellen mittels FRAP Analysen untersucht und mit dem des Vinculins verglichen. 
 
1.3 Metavinculin in der Muskulatur 
1.3.1 Allgemeines 
Bereits mit seiner Entdeckung 1982 wurde postuliert, dass Metavinculin auf Muskelgewebe beschränkt ist 
(2). In der glatten Muskulatur kommt Metavinculin in dense plaques vor, in denen der Anteil der 
Metavinculin-Isoform bis zu 40 % des Gesamtvinculins darstellt (18). Widersprüchliche Aussagen gab es 
jedoch darüber, ob Metavinculin in der Skelettmuskulatur vorkommt (6) oder nicht (18) bzw. in welcher 
Ausprägung. Auch über das Vorkommen von Metavinculin in Kardiomyozyten existieren widersprüchliche 
Ergebnisse (2; 18; 6). 
Der Hauptteil dieser Arbeit befasst sich mit der weiterführenden Untersuchung des Vorkommens und der 
Verteilung von Metavinculin im Skelettmuskel und der weiterführenden Diskussion über deren 




1.3.2 Aufbau und Einteilung verschiedener Muskeltypen 
Ein Skelettmuskel besteht aus vielen einzelnen parallel angeordneten Muskelzellen, auch als 
Muskelfasern bezeichnet, welche während der Embryogenese durch Fusion von Muskelvorläuferzellen zu 
mehrkernigen Synzytien entstehen. Jede Muskelfaser enthält wiederum viele parallel angeordnete 
Myofibrillen, den kontraktilen Zellorganellen. Diese werden entlang der Myofibrille in viele hundert 
Sarkomere, den kleinsten kontraktilen Einheiten, unterteilt. Ein Sarkomer (Abbildung 4) besteht aus in der 
sog. Z-Scheibe verankerten dünnen (Aktin-) Filamenten und den im Bereich der M-Bande fixierten dicken 
(Myosin-) Filamenten. Die unterschiedlich dichte Packung der Proteinfilamente in einem Sarkomer 
verleiht dem Skelettmuskel eine im Lichtmikroskop sichtbare Querstreifung, weshalb dieser Muskeltyp 
ebenso wie der sehr ähnlich aufgebaute Herzmuskel als quergestreifte Muskulatur bezeichnet wird. 
Über die Z-Banden sind die außen liegenden Myofibrillen mit der Zellmembran über Proteinkomplexe, 
den sogenannten Costameren, verankert. Diese verlaufen rippenartig um die Skelettmuskelfasern und 
stellen die Zell-Adhäsionskomplexe des Skelettmuskels dar (Abbildung 5). Die Verbindung wird durch 
Dystrophin- und durch Integrin- enthaltende Proteinkomplexe bewerkstelligt. Die in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Adhäsionsproteine Metavinculin und Vinculin sind Teil der Integrin-enthaltenden 
Komplexe. 
 
Abb. 4 zur Veranschaulichung stark vereinfachtes Schema eines Sarkomers in der quergestreiften 
Skelettmuskulatur.  
Dargestellt sind Adhäsionskomplexe des Skelettmuskels, welche als Costamere bezeichnet werden (Kasten, Vgl. 
Abb. 2). Diese verankern die Myofibrillen über die Z-Bande mit der Plasmamembran und somit auch nach 
extrazellulär. Die hier vereinfacht dargestellten Integrin (dunkelgrau)- enthaltenden Adhäsionsverbindungen 
bilden eine Verbindung via (Meta-) Vinculin (grauer Kreis), Actinfilamente (rot), Plectin (türkis) und 
Desminfilamente (magenta) sowie weiteren hier nicht dargestellten Komponenten mit den Myofibrillen.   
Modifiziert nach Hijikata et al, 2008 (
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Abb. 5 Dargestellt sind 2 aneinander liegende Skelettmuskelfasern aus der Rindermuskulatur im Längsschnitt. 
Die Costamere (Pfeile) beider Fasern sind durch Anfärbung von den in diesen enthaltenen Adhäsionsproteinen 
Vinculin und Metavinculin dargestellt. Der eingesetzte Antikörper h-Vin1 detektiert Vinculin und Metavinculin. 
 
Im Vergleich dazu hat die glatte Muskulatur eine andere Architektur der kontraktilen Einheiten ohne 
Sarkomere und somit ohne Querstreifung. Kontraktile Actomyosinfasern durchziehen die einzelne glatte 
Muskelzelle und sind an sogenannten Vinculin- und Metavinculin-enthaltenden dense plaques verankert, 
die die Kraftübertragung auf die Zellmembran vermitteln (21) (Abbildung 1). Im Unterschied zu den 
Costameren sind die Proteinkomplexe der dense plaques allerdings die direkten Überträger der 
Kontraktionskraft der glatten Muskelzellen, während die Costamere vielmehr die Scherkräfte der 
Skelettmuskelkontraktionen zu den Seiten weiterleiten (20). 
 
1.3.3 Skelettmuskelfasertypen 
Ein Skelettmuskel kann gleichzeitig unterschiedliche Muskelfasertypen aufweisen, welche in ihrer 
Kombination die physiologischen Leistungsmerkmale des jeweiligen Muskels bedingen.  
Muskelfasern können grundsätzlich zunächst in langsame (Typ I) und schnelle (Typ II) Fasertypen 
unterteilt werden anhand der maximalen Verkürzungsgeschwindigkeit ohne Last sowie anhand der 
maximalen Kraftentwicklung (22). Eine physiologische Einteilung nach Burke (1973; 23) unterteilte drei 
verschiedene Fastertypen weiter voneinander: fast-twitch fatigable (FF), fast-twitch fatigue-resistant (FR) 
und slow-twitch (S). Es konnte gezeigt werden, dass je schneller eine Muskelfaser kontrahiert, desto 
ermüdbarer ist sie und umgekehrt. 
Die am besten geeignete Charakterisierung der Muskelfasertypen erfolgt anhand der schweren Ketten 
des Myosins (Myosin Heavy Chain – MyHC) (24). In der Skelettmuskulatur der adulten Säugetiere kommen 
die Typen MyHC I der langsamen Muskelfasertypen sowie MyHC IIA, MyHC IIX und MyHC IIB der schnellen 
Muskelfasertypen vor. Die Muskelfasern werden daher entsprechend als Typ I, IIA und IIX Fasern 
bezeichnet. In der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Skelettmuskulatur des Rinds kommt der 




Eine Faser kann gleichzeitig auch mehr als eine MyHC Isoform besitzen und wird dann Hybrid-Faser 
genannt (27), beispielsweise als Typ IIAX Faser. Eine weitere Einteilung der Muskelfasern erfolgt durch die 
Bestimmung der metabolischen Enzymausstattung. Als slow oxidative (SO) werden Fasern mit 
hauptsächlich oxidativer Energiegewinnung, als fast oxidative glycolytic (FOG) mit intermediärer und als 
fast glycolytic (FG) Muskelfasern mit hauptsächlich glykolytischer Energiegewinnung bezeichnet (24). 
Typ I SO Fasern sind langsam zuckende tonisch kontrahierende Skelettmuskelfasern mit überwiegend 
haltenden Aufgaben (e.g. Rückenmuskulatur). Aufgrund ihres oxidativen Stoffwechsels ermüden sie nur 
langsam. Schnell zuckende Typ II Fasern ermöglichen schnellere feinmotorische Bewegungen, ermüden 
aufgrund ihres eher glykolytischen Stoffwechsels dafür schneller (23). Diese schnellen Typ II-Fasern lassen 
sich weiter unterteilen in Typ IIA Fasern mit oxidativ-glykolytischem bis glykolytischem Stoffwechsel, die 
dicken und starken IIX Fasern mit rein glykolytischem Stoffwechsel, sowie den intermediären IIAX-Fasern.  
Eine genetische Prädisposition legt für jeden Muskel die Faserzusammensetzung fest, welche allerdings 
durch Einflüsse wie beispielsweise der neuronalen Innervation wandelbar ist (28). So sind beim Rind der 
M. flexor digitorum brevis ein mit überwiegend schnellen Fasern ausgestatteter Muskel, der M. 
diaphragmaticus als Hauptatemmuskel ein langsamer Muskel mit überwiegend langsamen Fasertypen 
und der M. gastrocnemius dagegen ein bezüglich der Fasertypen gemischter Muskel.  
Eine der Haupteigenschaften des Skelettmuskels ist seine Anpassungsfähigkeit an veränderte 
Bedingungen, zu denen u.a. die mechanische Belastung, neuromuskuläre Aktivierung, Veränderungen im 
Hormonhaushalt u.a. gehören (27). Dabei kann es entsprechend zu einer Umwandlung eines bestimmten 
Muskelfasertyps in einen anderen kommen. 
Fasertransformationen finden besonders zwischen den schnellen IIA und IIX Fasern, aber auch zwischen 
langsamen Typ I und schnellen Typ II Fasern statt (29) und können sich in Richtung eines langsameren oder 
schnelleren kontraktilen Profiles umwandeln. Neben den MyHC Isoformen verändern sich dabei auch die 
Ausstattung der Enzyme des Energiemetabolismus und kontraktile sowie regulatorische Proteine (27). 
 
1.3.4 Dilatative Kardiomyopathie bei Mutationen im Metavinculingen 
Bei Patienten mit vererbbarer dilatativer Kardiomyopathie wurden verschiedene Mutationen an 
unterschiedlichen Stellen des Metavinculin-spezifischen Einschubes gefunden. Dabei zeigte sich auch eine 
erniedrigte Proteinexpression von Metavinculin (30; 13).  
Die bisher entdeckten Mutationen sind Leu954del, Ala934Val und Arg975Trp (andere Bezeichnung 
R975W), von denen letztere bisher am genauesten untersucht wurde. Hierbei ist es an Position 975 zu 
einem Austausch von Arginin zu Tryptophan gekommen. Diese Metavinculin-Mutation erzeugt in vitro 
eine veränderte Aktin-Filament-Organisation mit Bildung großer gebündelter Aktinfilamente anstelle der 
feinen Netzwerke beim Metavinculin Wildtyp (13) (Abbildung 6C und F). Histologisch stellen sich 
deformierte Glanzstreifen dar (Abbildung 6E). Klinisch präsentieren sich die Träger mit einer dilatativen 
Kardiomyopathie bis hin zur Transplantationsbedürftigkeit (13) (Abbildung 6D). Die Mutation R975W 




Als Mechanismus wurde eine Destabilisierung des Proteins im Bereich der Schwanzdomäne, in welcher 
sich der Metavinculin-spezifische Einschub befindet, in Erwägung gezogen (13). Zur Analyse der 
biologischen Integrität des Proteins erfolgte die Untersuchung auf thermische Stabilität der 
Schwanzdomäne des Metavinculin R975W im Vergleich zum Wildtyp. 
 
 
Abb. 6: Mit der Metavinculin-Mutante R975W assoziierte dilatative Cardiomyopathie. 
Bei Patienten mit einer Punktmutation im Bereich des Metavinculin-spezifischen Einschubes (Mutante-R975W) 
wurde ein gehäuftes Auftreten einer dilatativen familiären Kardiomyopathie (D) festgestellt. In 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen stellten sich deformierte Glanzstreifen (E) der Kardiomyozyten dar und 
biochemische Versuche der mutierten Schwanzdomäne konnten eine veränderte Organisation von 
Aktinfilamenten im Vergleich zum Wildtyp (F) aufzeigen. Im Vergleich dazu zeigen A-C die jeweilige Darstellung 
beim gesunden Menschen.  ID: „Intercalated Disc“ (Glanzstreifen) 
Abbildung A und D wurden entnommen aus Seidmann & Seidmann, 2001(
32
); B,C,E und F wurden entnommen 
aus Olson et al, 2002 (
13




1.3.5 Ungleiche Verteilung von Metavinculin in verschiedenen Muskeltypen 
Metavinculin, die Spleißvariante des ubiquitär vorkommenden Adhäsionsproteins Vinculin, ist 
muskelspezifisch und wurde bereits in Herz-, glatter und Skelettmuskulatur nachgewiesen.  
In frühen Untersuchungen konnte Metavinculin in der Skelettmuskulatur nicht detektiert werden (18). 
Später fand man in quantitativen Untersuchungen an Skelettmuskeln der Ratte im langsamen M. soleus 
zwar fast ausschließlich Vinculin, jedoch konnte im schnellen M. extensor digitorum longus (EDL) 
zusätzlich ein hoher Anteil an Metavinculin (Abbildung 7, 34) festgestellt werden. Eine andere 
Arbeitsgruppe zeigte wiederholt einen hohen Metavinculin-Anteil vom Gesamt-(Meta-)Vinculin von 15-






Abb. 7: Dargestellt sind der relative Gehalt von Metavinculin (gefüllter Balken) und Vinculin (gestreifter Balken) 
in den Skelettmuskeln M. Soleus sowie dem M. Extensor digitorum longus (EDL) der Ratte, verglichen mit dem 
Gesamtvinculin des M. Soleus.  





1.4 Zielstellung der Arbeit 
Während vorangegangene Studien generelle Unterschiede des Metavinculinvorkommens in 
verschiedenen Muskeltypen feststellten, sollte in dieser Arbeit mit Hilfe eines Metavinculin-spezifischen 
monoklonalen Antikörpers eine Fasertyp-selektive Darstellung der Costamere für Metavinculin erfolgen. 
Fraglich war, ob eine muskelabhängige Verteilung von Metavinculin reproduziert werden kann, ob eine 
möglicherweise auftretende ungleiche Verteilung von Metavinculin mit einem bestimmten 
Muskelfasertyp korreliert und ob die durch biochemische und biophysikalische Experimente aufgezeigten 
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a b s t r a c t
Metavinculin is a muscle-specific splice variant of the ubiquitously expressed cytoskeletal adaptor pro-
tein vinculin. Both proteins are thought to be co-expressed in all muscle types where they co-localize
to microfilament-associated adhesion sites. It has been shown that a metavinculin-specific insertion of
68 amino acids alters the biochemical properties of the five-helix bundle in the tail domain. Here, we
demonstrate that the metavinculin-specific helix H10 plays an important role for protein stability of
the tail domain, since a point mutation in this helix, R975W, which is associated with the occurrence
of dilated cardiomyopathy in man, further decreases thermal stability of the metavinculin tail domain.
In striated muscle progenitor cells (myoblasts), both, metavinculin and the R975W mutant show signif-
icantly reduced, albeit distinctive residency and exchange rates in adhesion sites as compared to vinculin.
In contrast to previous studies, we show that metavinculin is localized in a muscle fiber type-dependent
fashion to the costameres of striated muscle, reflecting the individual metabolic and physiological status
of a given muscle fiber. Metavinculin expression is highest in fast, glycolytic muscle fibers and virtually
absent in M. diaphragmaticus, a skeletal muscle entirely lacking fast, glycolytic fibers. In summary, our
data suggest that metavinculin enrichment in attachment sites of muscle cells leads to higher mechanical
stability of adhesion complexes allowing for greater shear force resistance.
 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
Skeletal muscle is composed of muscle fibers, which derive
from the fusion of muscle progenitor cells to form multi-nucleated
syncytia. In most cases, skeletal muscle contains a mixture of dif-
ferent muscle fiber types which together define the functional
characteristics of a given muscle. Depending on the level of exer-
cise or immobilization, individual muscle fibers can undergo tran-
sition from fast to slow fiber type or vice versa, allowing adaption
of the muscle to specific physiological needs [1]. In skeletal muscle,
the cytoskeletal adaptor proteins vinculin and metavinculin were
reported to co-localize in specialized microfilament-associated
adhesion structures like myotendinous junctions and costameres.
Costameres are characteristic rib-like protein complexes surround-
ing contractile myofibrils within the myofibers. They were sug-
gested to act as sites of mechanical force transduction [2,3].
Vinculin is an ubiquitously expressed actin-binding protein
found in cell-matrix and cell–cell adhesion sites [4], whereas its
splice variant, metavinculin, is mostly restricted to muscle tissue
[5,6]. Both proteins are synthesized from a single gene. Metavincu-
lin expression is controlled by alternative splicing of exon 19,
which encodes a 68 amino acid insertion in the tail domain [7,8]
and correlates with contractility of differentiated muscle cells [9].
Several binding partners were described for vinculin and metavin-
culin, but to date no protein ligand, binding exclusively to either
metavinculin or vinculin, has been described [4]. In solution, the
vinculin molecule adopts an auto-inhibitory conformation, in
which the vinculin tail domain is bound to the head domain. Re-
lease of this interaction is required for vinculin activation and li-
gand binding in cell adhesion sites [10,11]. The tail domain
consists of a bundle of five alpha-helices (H1–H5), which are con-
nected by loops of variable length [12]. X-ray crystallography of
metavinculin revealed that a metavinculin-specific alpha-helix
H10 formed by the carboxy-terminal part of the insert displaces
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alpha-helix H1 of the vinculin tail domain [13]. Monomeric meta-
vinculin tail decorates F-actin similar to vinculin tail monomers,
but does not induce actin-bundling as vinculin tail, which dimeriz-
es upon binding to F-actin [14].
Despite recent progress with respect to the metavinculin struc-
ture, the functional role of the muscle-specific splice variant is still
not sufficiently understood. Its association with pathological con-
ditions of the heart muscle suggests an essential function in muscle
development and homeostasis. In patients with dilative or hyper-
trophic cardiomyopathies, reduced expression of the protein as
well as several function-related point mutations in the metavincu-
lin insert were identified [15–19]. In this study, we address func-
tional properties of the metavinculin insert and determine the
expression and the localization of metavinculin protein in skeletal
muscle, in relation to fiber-type composition.
2. Materials and methods
2.1. Protein expression and purification
Cloning and protein expression of vinculin and metavinculin
constructs were performed as described previously [16,20]. Full-
length vinculin (amino acid residues 1–1066) and metavinculin
(residues 1–1134) as well as tail domain constructs of both pro-
teins (start: residue 858) were used. The cDNA fragments were
cloned into pEGFP-C2 vector to observe transient expression of
fluorescently labeled proteins in eukaryotic cells [21]. Expression
of His-tagged recombinant proteins in E. coli strain M15 was per-
formed as described earlier [20]. Affinity purification was followed
by FPLC chromatography using a MonoQ anion exchange column.
The purity of proteins prepared was verified by SDS–PAGE and pro-
tein concentrations were determined using a BCA assay kit (Pierce/
ThermoFisher Scientific, Rockford, USA). CD spectroscopy and ther-
mal denaturation analyses are described in the supplement.
2.2. Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)
FRAP experiments in C2C12 myoblasts were performed as de-
scribed in [21]. For FRAP analysis, only peripheral focal adhesions
of cells expressing medium levels of EGFP-tagged vinculin/metavin-
culin constructs and sufficient signal-to-noise ratio were selected.
2.3. Image processing and statistical analysis
FRAP movies were analyzed using ImageJ software (National
Institutes of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij, version 1.42) as de-
scribed in [21]. Movies showing clear focus drifts or focal adhesion
site growth or dissolution were discarded. A bi-exponential regres-
sion function describing an exponential rise to a maximum was
used for the calculation of half-life times of recovery [21]. For statis-
tical analysis a one-way ANOVA was performed using Sigma Plot.
2.4. Immunohistochemistry
Bovine muscle samples were obtained from slaughterhouse
waste of freshly slaughtered cattle and processed for cryosection-
ing and immunohistochemistry (see Supplementary material). Se-
rial sections were then used for immunofluorescence,
immunohistochemical and enzyme histochemical analysis. Sec-
tions were incubated with metavinculin antibody 6E3 or with
the mouse monoclonal hVin-1 antibody (Sigma Aldrich, Taufkir-
chen, Germany), detecting both, metavinculin and vinculin [20].
Staining of myosin heavy chain (MHC) isoforms by indirect imm-
unoperoxidase technique was performed as described previously
[22]. The metabolic physiologic fiber typing into slow oxidative
(SO), fast oxidative glycolytic (FOG) and fast glycolytic (FG) was
done according to [23].
3. Results
The sequence alignment in Fig. 1A illustrates the variability be-
tween the C-terminal regions of metavinculin and vinculin in dif-
ferent species. While conservation is high in the shared exon
sequences (exons 18/20) the size and sequence of the metavincu-
lin-specific insertion (exon 19) significantly varies among species.
Common sequence elements in the metavinculin insert comprise
(i) a rather variable amino acid stretch containing alanines, acidic
residues, and prolines, followed by (ii) a conserved sequence of
clustered acidic residues (DxEDDYEPELLL), and (iii) a highly con-
served amino acid sequence (ILAAAQSLHREA). The latter sequence
shows a striking degree of similarity to the first helix (H1) of the
vinculin tail five-helix bundle [12]. Structural analyses revealed
that this highly conserved sequence forms the metavinculin-spe-
cific alpha-helix H10, which replaces the vinculin alpha-helix H1
in the five-helix bundle of the metavinculin tail domain [13]. A
point mutation (R975W) of the human metavinculin helix H10
was found associated with dilated cardiomyopathy and resulted
in abnormal cross-linking of actin filaments [16].
Applying a combination of biophysical and cell biological meth-
ods we analyzed functional consequences of the metavinculin-spe-
cific insertion on biochemical properties of the tail domain.
Secondary structure analysis using CD spectroscopy confirmed
for both splice variants a predominately alpha-helical fold, which
was also not disturbed by the cardiomyopathy-associated mis-
sense mutation R975W. Thermal denaturation experiments
(Fig. 1B and C) revealed transition from a folded to a literally un-
folded structure for the vinculin tail domain at a significantly high-
er temperature (77.0 ± 0.4 C) as compared to the wild-type
metavinculin tail domain (74.9 ± 0.4 C) indicating a lower resis-
tance of the latter domain fold towards thermal denaturation
(Fig. 1D). In contrast, residual CD values at the end points of dena-
turation experiments were considerably higher for the metavincu-
lin tail domain (Fig. 1C) suggesting that the metavinculin-specific
insert more efficiently suppressed complete loss of the alpha-helical
structure and/or allowed formation of alternative secondary struc-
ture elements, which were not observed for the vinculin tail do-
main. Analyzing the cardiomyopathy-associated R975W mutant,
we determined a significantly lower thermal melting temperature
of 70.5 ± 0.2 C compared to the wild-type metavinculin tail domain
(Fig. 1D), suggesting that the exchange of arginine-975 for trypto-
phan results in structural destabilization, which may contribute to
defective metavinculin function in cardiac muscle [16].
Previously, we reported the average residency of EGFP-vinculin
in adhesion sites to be 16.7 ± 2.0 s in C2C12 myoblasts [24]. Now,
in the same cell model, a much longer average residency was ob-
served for both, EGFP-metavinculin (48.1 ± 2.0 s) and the EGFP-
metavinculin R975W mutant (59.8 ± 2.7 s). Using bi-exponential
regression analysis [21], we analyzed the mobility distribution of
labeled proteins in cell adhesion complexes by determining the
immobile protein fractions (IF) as well as fractions of fast (I) and
slow (II) exchange (Fig. 2 and Supplementary Table S1). Prolonged
residency times of metavinculin and EGFP-metavinculin R975W in
adhesion sites were mainly due to a prominent immobile fraction
for both metavinculin proteins (54% and 52%, respectively) as com-
pared to vinculin (36%). Furthermore, in metavinculin, the slow
exchanging fraction (81% of the remaining 46%) clearly dominated
the fast fraction further delaying protein release from adhesion
sites (Fig. 2D). For the EGFP-metavinculin R975W mutant the
mobility distribution between slow and fast exchanging proteins
shifted moderately towards the fast pool for the mutant (69% fast;
31% slow). In summary, vinculin and metavinculin clearly differ in
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their turnover rates in cell-extracellular matrix adhesion com-
plexes, which may indicate differential contribution to adhesion
complex stability.
Since mechanical forces may differ according to skeletal muscle
type we analyzed the distribution of metavinculin in cryosections
of freshly isolated bovine muscle tissue using a metavinculin-spe-
cific monoclonal antibody [20]. Firstly, different muscle fiber types
were classified based on a combination of enzyme activities and
immunodetection of myosin heavy chain isoforms as described in
[25]. In serial cross-sections of bovine skeletal muscle (M. gastroc-
nemius) we thereby identified slow oxidative (SO), fast oxidative
glycolytic (FOG), and fast glycolytic (FG) muscle fibers. Based on
expression of myosin 1, myosin 2a or myosin 2x heavy chain iso-
forms (MyHC) the following muscle fiber types were identified:
SO-MyHC 1, FOG-MyHC 2a, FOG-MyHC 2a/2x, FG-MyHC 2a, FG-
MyHC 2a/2x, and FG-MyHC 2x. In addition to fiber isotyping, costa-
meres were visualized using a monoclonal antibody (h-Vin1)
cross-reactive for vinculin and metavinculin [20].
While previous studies had noted only general differences in
metavinculin expression levels, our approach allowed us a fiber
type-selective staining of costameres for metavinculin: We ob-
served that metavinculin expression was restricted to costameres
of fast twitch skeletal muscle fibers, which express the fast myosin
heavy chain isoforms MyHC 2a and/or 2x (Fig. 3A and B). In order
to validate the selective expression pattern, we analyzed metavin-
culin distribution in 304 individual bovine skeletal muscle fibers of
M. gastrocnemius (Fig. 3C). We confirmed a close correlation be-
tween the metabolic-physiological fiber type and costameric
detection of metavinculin. All fast glycolytic (FG) muscle fibers that
were analyzed and some of the fast oxidative glycolytic (FOG) mus-
cle fibers stained positively for metavinculin. In contrast, slow oxi-
dative (SO) muscle fibers were always found negative for
metavinculin (Fig. 3B and C). Consistently, all MyHC 2x-positive fi-
bers showed a fast glycolytic metabolism and contained metavin-
culin, again confirming the strong positive correlation between
fast fibers and expression/localization of metavinculin.
Fig. 1. Structure and thermal stability of vinculin and metavinculin tail. (A) Alignments of vinculin and metavinculin tail domain sequences flanking the vertebrate
metavinculin insert. The sequence motif encompassing the conserved helix 1 of the vinculin tail domain is marked as Vt-H1. In the metavinculin insert, a similarly conserved
sequence motif marks the position of helix H10 (Ins-H10). A point mutation (R975W, red) in helix H10 is associated with cardiomyopathy in man. Epitope of the metavinculin-
specific antibody 6E3 is indicated. (B) CD spectra of vinculin wild type (Vt-Wt) and metavinculin wild-type (MVt-Wt) and mutant (MVt-RW) tail domains confirming the
alpha-helical structure of these domains. (C) Thermal denaturation experiments revealing reduced stability of MVt-Wt and MVt-RW constructs as compared to Vt-Wt and (D)
Bar diagram showing calculated melting points of tail domain constructs indicated. Statistical significance of differences was confirmed (⁄⁄⁄P < 0.01). (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fiber type-selective metavinculin patterns were observed inde-
pendent of the type of bovine skeletal muscles analyzed, whereas
vinculin was evenly distributed in all skeletal muscle sections
(Fig. 4). In M. flexor digitorum brevis, we observed mostly fast mus-
cle fibers and a correspondingly high number of metavinculin-po-
sitive muscle fibers (Fig. 4A). For M. diaphragmaticus a skeletal
muscle entirely lacking fast glycolytic muscle fibers, no costameric
metavinculin was detected (Fig. 4B) which identifies this striated
muscle as the first muscle with exclusive recruitment of vinculin
into costameric adhesion complexes.
In summary, we demonstrate that metavinculin expression in
skeletal muscle is much more selective than previously anticipated
and clearly elevated in muscle fibers with higher mechanical shear
forces. Increased residency times for metavinculin at microfila-
ment-associated attachment sites further suggest metavinculin to
increase costamere stability in these muscle fibers.
4. Discussion
The functional contribution of metavinculin to vinculin-con-
taining cytoskeletal adhesion structures in different muscle types
is still unknown, but the metavinculin-specific insertion has been
shown to alter significantly biochemical properties of the tail do-
main in vitro [20]. While insert size and overall sequence vary
among vertebrate species, sequence identity is very high in mam-
mals (e.g. 94% in man and mouse, 93% in man and cattle). Interest-
ingly, the C-terminal region of the insert containing the
metavinculin helix H10 is fully identical among all higher verte-
brate species analyzed to date, pointing towards a unique role of
this helix in the physiological function of the metavinculin tail.
Structural analyses revealed a displacement of vinculin helix H1
by the metavinculin-specific helix H10, the latter becoming an inte-
gral part of the five-helix bundle in the tail domain [13]. Our re-
sults show that this displacement leads to lower thermal
stability in the metavinculin tail, which is further decreased in
the cardiomyopathy-associated metavinculin mutant R975W. The
tryptophan residue replacing arginine-975 of the highly conserved
helix H10 generates a large hydrophobic patch, which apparently
results in lower affinity binding of helix H10 to the remaining
four-helical bundle formed by helices H2–H5, and leads to reduced
stability of the mutant metavinculin tail [13] as observable in our
results (Fig. 1D). Such altered stability may explain the association
Fig. 2. Residency times of vinculin and metavinculin in focal adhesions. Residency times of EGFP-tagged metavinculin constructs in focal adhesion sites of C2C12 myoblasts
were determined by FRAP. (A and B) Fluorescence recovery curves of metavinculin wild-type and the cardiomyopathy-associated metavinculin R975W mutant are shown
(n > 10 adhesion sites). (C) Average residency times in focal adhesion sites as determined from fitted recovery curves for both metavinculin proteins reveal longer half-life
times as compared to EGFP-vinculin (data previously obtained in the same cell model [24]). (D) Protein mobility distribution analysis shows an increased immobile fraction
(IF) for both, metavinculin wild-type and R975W mutant, as compared to vinculin. The mobile fraction was further separated into fast (I) and slow (II) exchanging protein
fractions with lowest mobility observed for metavinculin wild-type. Statistical significance of differences in the half-life times was confirmed (⁄⁄⁄P < 0.01).
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of this mutant with dilated cardiomyopathy in man: In the force
transmitting adhesion complexes like intercalated disks of the
heart muscle, reduced stability of the mutant metavinculin tail
could cause lower resistance to mechanical stress, which may fi-
nally facilitate disruption of the intercalated disks as detected in
cardiomyopathy patients bearing the R975W point mutation [16].
In cell culture, analyses using vinculin mutants with altered/en-
hanced ligand binding provide evidence that residency times of
vinculin influence the turnover of integrin receptors and other
cytoskeletal adaptor proteins and lead to strongly enhanced size,
distribution and lifetime of focal adhesions [24,26]. Our FRAP stud-
ies using vinculin and metavinculin constructs (Fig. 2) reveal that
the dynamic properties of metavinculin significantly differ from
those of vinculin. The enhanced residency times observed for
metavinculin not only demonstrate a reduced turnover in muscu-
lar adhesion sites, but furthermore suggest an increased stabiliza-
tion of microfilament anchorage in muscle-specific adhesion sites
(including costameres and dense plaques). Surprisingly, the cardio-
myopathy-associated EGFP-metavinculin R975W mutant showed
a 1.2-fold prolonged average residency time as compared to
wild-type metavinculin, even though the immobile fractions were
similar and a slight shift towards fast exchange in the mobile frac-
tion was noted for the mutant. These findings suggest that a regu-
lated turnover at muscular adhesion sites is also essential for
proper metavinculin function. At present, we cannot distinguish
whether the decreased turnover observed for metavinculin
R975W is due to impaired regulation of (ligand binding) activity
in the mutant protein or directly reflects altered biochemical prop-
erties of tail domain, as observed in actin binding studies.
In contrast to previous assumptions, metavinculin expression
levels are not homogeneous for a particular muscle but signifi-
cantly differ according to muscle fiber type. We are the first to
demonstrate that metavinculin is mainly found in all fast and gly-
colytic fibers (FG) of the type IIX and type IIA, as well as in some
fast oxidative glycolytic fibers (FOG) of the type IIA but virtually
absent from slow twitching and oxidative muscle fibers (SO). These
findings are in good agreement with previous studies using quan-
titative immunoblotting, even though these studies did not allow
correlation of metavinculin expression levels with fiber type com-
position: High protein levels of metavinculin were detected in rat
fast twitch extensor digitorum longus (EDL) muscle indicating an
association of metavinculin with fast EDL type II muscle fibers
[27]. In contrast, no [27] or only low [20] metavinculin expression
was observed in slow twitch M. soleus. Likewise the diaphragm
muscle did not show any costameric metavinculin (this study) be-
cause of its unique composition based on oxidative muscle fibers.
Fast oxidative glycolytic fibers (FOG) have several subtypes
depending on the proportion of glycolytic to oxidative activity.
These subtypes can change and adapt to modified demands
[23,25]. It is thus fair to assume that changes in metabolic de-
mands are reflected by changes in metavinculin expression. Our
hypothesis is corroborated by previous experiments demonstrat-
ing that de novo expression of metavinculin can be induced in M.
soleus by hypokinesia resulting from hindlimb suspension in rats
Fig. 3. Muscle fiber typing reveals selective recruitment of metavinculin into costameres. (A) Immunohistochemical analysis of bovine M. gastrocnemius (serial sections)
allowing for exact muscle fiber typing with ATPase (at pH 4.25), MHC isoform (slow and fast), mitochondrial GPDH activity, SDH activity. The presence of costameres was
shown by immunostaining with the cross-specific (meta-)vinculin antibody hVin-1 (Sigma). Immunofluorescence staining for costameric metavinculin using the
metavinculin-specific monoclonal antibody 6E3 (right panel) revealed selective staining of muscle fibers #1 and #4 but not fibers #2, #3, #5 and #6. (B) Summary of muscle
fiber typization and metavinculin detection fibers numbered in A. Fiber types I, IIA and IIX typed by acidic stability of the myosin ATPase correspond to the myosin heavy
chain isoforms 1, 2a, and 2x. (C) Metavinculin distribution among different muscle fiber types in serial cryo-sections of bovine M. gastrocnemius. Costameric metavinculin
staining was most prominent in MyHC IIX fast glycolytic muscle fibers (IIX-FG). MyHC I slow oxidative muscle fibers (I-SO) showed almost no metavinculin-specific signals at
costameres. Scale bars = 50 lm.
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[27]. The fact that metavinculin (re-)expression was accompanied
by expression of fast myosin heavy chain isoforms [28] further ar-
gues for a positive correlation between higher glycolytic activity
and higher metavinculin expression.
Skeletal muscle costameres absorb and transduce shear forces
between actomyosin fibrils and the cytoplasmic membrane
[29,30]. These shear forces are thought to be higher in fast twitch
muscle fibers due to (i) higher peak forces [31] and (ii) much faster
contraction [32] in the order of I < IIA < IIX (<IIB). Considering that
metavinculin is mainly expressed in fast, especially MHC IIX type
muscle fiber costameres, we hypothesize that increased shear
forces and mechanical stress in fast muscle fibers is accommodated
by incorporation of metavinculin into costameres.
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In mehrzelligen Organismen sind der Aufbau stabiler Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen 
lebensnotwendig. Hierfür werden innerhalb einer Körperzelle Adhäsionskomplexe, die aus über 150 
verschiedenen Proteinen bestehen können, gebildet und über plasmamembranständige 
Zelladhäsionsrezeptoren wie den Integrinen mit der extrazellulären Matrix oder benachbarten Zellen 
verknüpft. Mit den Adhäsionskomplexen verbunden sind die Aktinfilamente des Zytoskelettes, wobei 
durch die F-Aktin-bindenden Proteine der Adhäsionskomplexe eine mechanisch belastbare Verbindung 
zwischen dem extrazellulären Raum und dem Zytoskelett hergestellt wird. 
Zu den aktinbindenen Proteinen gehören das ubiquitär vorkommende Vinculin und die muskelspezifische 
Spleißvariante Metavinculin, die in allen bisher untersuchten Fällen nur gemeinsam mit Vinculin in 
Zelladhäsionskomplexen der glatten und quergestreiften Muskulatur sowie auch im Herzmuskel 
vorkommt. Die genaue Funktion des Metavinculins ist bisher nicht bekannt. Für beide Proteine wurden 
die gleichen Interaktionspartner gefunden und beide haben die gleiche Anordnung der Proteindomänen. 
Aufgrund alternativen Spleißens besitzt Metavinculin einen Einschub von zusätzlichen 68 Aminosäuren in 
einer Verbindungssequenz direkt vor der Schwanzdomäne. Dadurch erhält Metavinculin eine alpha-Helix 
H1´, welche die in Vinculin vorkommende Helix H1 der Schwanzdomäne verdrängt, sodass die 
Tertiärstruktur der Schwanzdomäne im Wesentlichen erhalten bleibt (12). Dennoch haben biochemische 
Untersuchungen funktionelle Unterschiede der Oligomerisierungseigenschaften, der Interaktion mit 
sauren Phospholipiden, durch welche der Ein- und Ausbau des Vinculins in Zelladhäsionskomplexen 




Metavinculin gezeigt. Interessant ist, dass die Sequenz des metavinculin-spezifischen Einschubes in 
verschiedenen Spezies evolutionär hochkonserviert ist und anscheinend eine wichtige aber derzeit 
unbekannte Funktion in den Zelladhäsionsverbindungen von Muskelzellen hat. Des Weiteren konnte in 
früheren Studien gezeigt werden, dass eine Punktmutation innerhalb des Metavinculin-spezifischen 
Einschubes zu einem Aminosäureaustausch an Position 975 (R975W Mutante) führte, der mit dem 
Auftreten einer familiären dilatativen Kardiomyopathie assoziiert ist. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher biochemische und zellbiologische Versuche sowie 
erstmals auch immunhistochemische Untersuchungen mit einem ausschließlich metavinculinspezifischen 
Antikörper an Serienschnitten verschiedener Muskeltypen durchgeführt. Die Versuchsergebnisse konnten 
weitere, bisher unbekannte Eigenschaften des Metavinculins aufzeigen und lieferten Hinweise zur 
Beschreibung der physiologischen Funktion des Metavinculins in muskulären Zelladhäsionsverbindungen, 
welche nachfolgend genauer erläutert werden. 
A) In in vitro Zellkulturanalysen hat Metavinculin in Zell-Adhäsionskomplexen eine deutlich verlängerte 
Verweildauer sowie eine vergrößerte immobile Proteinfraktion im Vergleich zu Vinculin. Dies könnte zur 
Stabilisierung dieser Adhäsionskomplexe beitragen. 
Ein Ziel dieser Arbeit war es zu analysieren, ob die beschriebenen biochemischen Eigenschaften des 
Metavinculins einen Einfluss auf die Dynamik dieses Proteins in Zelladhäsionskomplexen lebender Zellen 
hat. Hierfür wurde erstmalig die Halblebenszeit von fluoreszenzmarkiertem Metavinculin in Zell-Matrix-
Adhäsionskomplexen lebender C2C12 Myoblasten bestimmt. Das in diesen Zellen überexprimierte EGFP-
Metavinculin weist eine Halblebensszeit von 59,75 ± 2,69s in Zell-Matrix-Adhäsionskomplexen auf, welche 
etwa 3,7-fach höher ist als die des EGFP-Vinculin (16,1 ± 1,4s) (siehe Fig. 2C, 35). Zudem zeigt sich, dass die 
immobile Proteinfraktion, d.h. der Anteil an markierten Proteinen, die während der Analyse keinen 
Austausch aufweisen, bei Metavinculin deutlich größer ist als bei Vinculin (Fig. 2D). 
Ursächlich hierfür ist wahrscheinlich das andere Ansprechverhalten auf aktivierende Signalmoleküle wie 
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2), welches eine Schlüsselrolle in der Regulation des Umsatzes in 
Fokalkontakten hat (36,37). PIP2 konkurriert mit F-Aktin um die Bindungsstelle an der Vinculin 
Schwanzdomäne (38). Deshalb könnten erhöhte PIP2 Konzentrationen eines der nötigen 
Freisetzungssignale von Vinculin aus den Zelladhäsionskomplexen sein (15,39). Da biochemische Studien 
gezeigt haben, dass Metavinculin in Vergleich zu Vinculin eine schwächere Bindung mit PIP2 aufweist (6), 
könnte dies für Metavinculin ein erniedrigtes Ansprechen auf dieses Freisetzungssignal bedeuten und 
somit bei einer gleichen Konzentration von PIP2 zu längerer Verweildauer des Metavinculins in den 
Zelladhäsionskomplexen führen, wie es die hier vorgestellten Messungen an lebenden Zellen nahelegen. 
Die mit einer dilatativen Kardiomyopathie assoziierte Metavinculin-Mutante R975W zeigte eine 1,2-fach 
höhere Halblebenszeit in den Zell-Matrix-Kontakten der Myoblasten als der Metavinculin-Wildtyp. Die 
Mutation innerhalb der aktin-bindenen Schwanzdomäne hat somit offenbar einen direkten Einfluss auf 




B) Metavinculin zeigt eine vom Muskelfasertyp abhängige Verteilung in den Zelladhäsionskomplexen 
(Costamere) von Skelettmuskeln mit eindeutigem Bezug zum metabolisch-physiologischem Fasertyp. Es 
konnte vor allem in den Costameren schneller und glykolytischer Muskelfasern gefunden werden. 
Eine solche direkte Assoziation zu Muskelfasertypen war bisher nicht bekannt. In der vorliegenden Studie 
konnte am Modell der Rindermuskulatur gezeigt werden, dass Metavinculin in allen schnellen 
glykolytischen Fasern (FG) vom Typ IIA und IIX gefunden wird, sowie außerdem in einigen schnellen IIA 
Fasern mit oxidativ-glykolytischem Stoffwechsel (FOG) (siehe Fig. 3 A+C). Die Heterogenität dieser Gruppe 
der FOG-Fasern, deren Untergruppen als Kontinuum durch das Verhältnis von glykolytischer zu oxidativer 
Ausstattung an Enzymen eingestuft werden (24), kann ursächlich für die heterogene Metavinculin-
Expression bei den FOG-Fasern sein. Je glykolytischer der Stoffwechsel einer Muskelfaser ist, desto 
wahrscheinlicher enthält diese Metavinculin. Keine der langsamen und rein oxidativen Muskelfasern 
enthielt costamerisch lokalisiertes Metavinculin. Diese Ergebnisse sind mit früheren quantitativen 
Untersuchungen konform, welche Metavinculin in murinen schnellen Muskeln (EDL), aber kaum in 
langsamen Muskeln (M. soleus) fanden (34). 
C) Das Fasertyp-abhängige Vorkommen von Metavinculin in den Costameren ist unabhängig vom 
untersuchten Muskeltyp beim Rind, während Vinculin in allen Costameren verschiedener 
Muskelfasertypen gleichmäßig verteilt vorkommt. 
So sind bei dem M. flexor digitorum brevis, der viele glykolytische IIX Fasern enthält, eine große Anzahl 
(Fig. 4A) dagegen beim M. diaphragmaticus mit oxidativem Stoffwechsel (Fig. 4B) keine Metavinculin-
positiven Fasern zu finden. Damit ist dieses Muskelgewebe aus dem Rind das erste, bei dem ausschließlich 
Vinculin und kein Metavinculin in den Zelladhäsionskomplexen gefunden wurde. 
D) Das muskelfasertyp-spezifische Verteilungsmuster und die Proteinmobilität in Zelladhäsionskomplexen 
legen nahe, dass Metavinculin zu erhöhter mechanischer Stabilität muskulärer Adhäsionskomplexe 
beiträgt.  
Daher ist es denkbar, dass Metavinculin vor allem in den Zelladhäsionsverbindungen vorkommt, auf die 
hohe Kräfte bzw. hohe Scherkräfte einwirken. Schnell zuckende Skelettmuskelfasern produzieren höhere 
Spitzenkräfte (40) und haben kürzere Kontraktionszeiten in der Reihenfolge I << IIA < IIAX < IIX  (< IIB, 41). 
Diese Kräfte werden über die Adhäsionskomplexe an die Zellmembran und die extrazelluläre Matrix 
weitergeleitet (20), wobei aufgrund höherer Kontraktionskräfte und den schnelleren Beschleunigungen in 
schnellen Muskelfasern besonders hohe Scherkräfte an den Adhäsionskomplexen entstehen. In die 
Costamere dieser stärker beanspruchten Fasern wird - kongruent zu o.g. Reihenfolge der Krafterzeugung 
und damit der mechanischen Belastung – offenbar Metavinculin zusätzlich zu Vinculin eingebaut. Möglich 
ist, dass dadurch im Vergleich zu ausschließlich Vinculin aufweisenden Adhäsionskomplexen eine 
verbesserte mechanische Stabilität über eine länger währende Verbindung mit dem Aktinzytoskelett der 
Muskelzelle erreicht wird. 




alpha-Aktinin. Dieses Zytoskelettprotein interagiert mit Vinculin und ist für die Stabilität der Sarkomere 
von Bedeutung (42). Alpha-Aktinin-3 wurde bei der Ratte in allen IIX und IIB Fasern, bei einigen IIA Fasern, 
aber nicht in Typ I Fasern gefunden, während die Isoform alpha-Aktinin-2 ubiquitär exprimiert wird (43). 
Die fasertypabhängige Verteilung der Aktin-Isoformen zeigt also eine hohe Übereinstimmung mit der von 
Metavinculin und Vinculin. Ein Fehlen von alpha-Aktinin-3 beim Menschen, welches als Polymorphismus 
bei etwa 16% der Bevölkerung vorkommt (44), verändert die elastischen Eigenschaften der Z-Banden der 
Sarkomere, vermindert die Krafterzeugung und erhöht die Empfindlichkeit gegenüber kontraktions-
induziertem Muskelschaden (45). Alpha-Aktinin 3 bewirkt offenbar eine höhere mechanische Resistenz 
gegenüber hohen Spitzenkräften in schnellen Muskelfasern. Das nahezu identische Expressionsmuster 
von Alpha-Aktinin-3 und Metavinculin legt nahe, dass auch Metavinculin in schnell-zuckenden Fasern 
einen Vorteil im Sinne einer verbesserten Stabilität der Zelladhäsionskomplexe sowie einer höheren 
Resistenz gegenüber kurzfristig auftretenden, großen Kräften bringt. 
E) Metavinculin ist im genetischen Programm der schnellen und glykolytischen Muskelfasern verankert 
und wird bei der Fasertransformation von langsamen zu schnellen Muskelfasern offenbar neu exprimiert. 
Es wurde bereits beschrieben, dass sich Skelettmuskelfasern mit ihrem kontraktilen Apparat (e.g. 
Isoformen myofibrillärer Proteine, regulatorische Proteine) und den Enzymen des Energiemetabolismus 
an unterschiedliche physiologische Anforderungen anpassen können (27). So zeigte sich zum Beispiel in 
Experimenten an Ratten zur muskulären Hypokinesie in den Muskelgewebeextrakten eine de novo 
Expression von Metavinculin (34), die mit der Fasertransformation vom langsamen zum schnellen Muskel 
synchron verlief, sodass Metavinculin dann zusätzlich zu Vinculin vorlag (46). Dieses Tiermodell legt vor 
dem Hintergrund des in dieser Arbeit dargestellten fasertypabhängigen Vorkommens von Metavinculin 
also nahe, dass die Expression von Metavinculin im genetischen Kontext der Fasertypdifferenzierung- 
bzw. transformation eingebettet ist und dem Bereich der schnellen, glykolytischen Fasern zuzuordnen ist.  
F) Die Punktmutation der Metavinculin-Mutante R975W bewirkt eine deutliche Absenkung des 
Schmelzpunktes im Sinne einer Destabilisierung der Schwanzdomäne im Vergleich zum Wildtyp, was 
möglicherweise für die assoziierten Kardiomyopathien ursächlich ist. 
Der pathophysiologische Zusammenhang zwischen der Metavinculin-R975 Mutante und der 
beobachteten Assoziation mit einer familiären Kardiomyopathie ist bisher nicht abschließend geklärt. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob die Analyse der subzellulären Proteinlokalisation mit 
einem ausschließlich metavinculin-spezifischem Antikörper weitere Hinweise zur Pathophysiologie liefern 
kann. Es konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass Metavinculin im Herzmuskel vom Rind in den 
Glanzstreifen vorkommt (Fig. S1: I, O-Q), welche an der direkten Kraftübertragung zwischen den 
Kardiomyozyten beteilligt sind, aber dass es nicht in den Costameren nachweisbar ist. Die hier 
vorliegenden spektroskopischen Daten zeigen einen signifikant niedrigeren Schmelzpunkt (Temperatur an 
der das Molekül die alpha-helikale Struktur verliert) der Mutante im Vergleich zum Wildtyp (Fig. 1: C, D). 




mit den alpha-Helices H2 bis H5 der Schwanzdomäne aufgezeigt (12). In der Mutante Metavinculin-R975W 
erzeugt der Tryptophanrest an Position 975 jedoch eine große hydrophobe Region im Bereich der Helix 
H1´ der Schwanzdomäne (12), an der sich sonst ein protonierter, positiv geladener Argininrest befindet. 
Hierdurch könnte aufgrund beeinträchtigter elektrostatischer Interaktionen eine niedrigere Affinität 
zwischen der Helix H1´ und dem Bündel der restlichen vier Helices H2 bis H5 entstehen, wodurch die 
intramolekulare Struktur verändert und damit die Stabilität dieser Proteindomäne vermindert wird, wie es 
die Schmelzpunktanalysen in der vorliegenden Arbeit nahelegen. Die destabilisierte Schwanzdomäne der 
Mutante könnte eine weniger affine Bindung von Metavinculin-R975W an Aktinfilamente bewirken, 
sodass es unter mechanischem Stress aufgrund eingeschränkter Belastbarkeit zu Schädigungen dieser 
Verankerung des Zytoskelettes an die Zelladhäsionskomplexe kommt. Einen Hinweis dafür liefern 
elektronenmikroskopische Aufnahmen von Herzmuskelgewebe der betroffenen Patienten, in denen 
deformierte, abnorm gestreckte Glanzstreifen sichtbar sind (Abb. 6). Biochemische Untersuchungen legen 
darüber hinaus nahe, dass diese Mutante in der Fähigkeit beeinträchtigt ist, Aktinfilamente zu vernetzen 
(13). Dabei wurde gezeigt, dass die Schwanzdomäne des Metavinculin Wildtyps (Aminosäuren 858 – 1134) 
die Formation feiner Aktinnetzwerke bewirkt, wohingegen die Mutante Metavinculin-R975W eine starke 
Bündelung der Aktinfilamente erzeugt (13). Eine Veränderung der Stabilität der Metavinculin-
Schwanzdomäne könnte also ursächlich sein für die beobachtete Desorganisation der Glanzstreifen der 
Herzmuskelzellen bei Patienten mit der Metavinculin-mutation R975W, welche an dilatativer (13) bzw. 
hypertropher Kardiomyopathie leiden (31). 
Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass der Einbau von Metavinculin in Zell-
Adhäsionskomplexe/Costamere von Muskelfasern eine spezielle Anpassung an die physiologische 
Funktion und die mechanische Belastung vor allem schneller Muskelfasern mit glykolytischem 
Stoffwechsel darstellt und damit wahrscheinlich den Bedarf an einer höheren mechanischen Stabilität der 
Costamere in diesen Muskelfasern erfüllt. Wird die Stabilität der aktinbindenden Domäne in Metavinculin 
durch eine Punktmutation vermindert, könnte dies zu einer weniger stabilen Verankerung des 
Aktinzytoskelettes führen, was zur pathophysiologischen Veränderung des Herzmuskels im Rahmen einer 
dilatativen Kardiomyopathie beitragen kann. 
Durch die hier vorgestellte Etablierung von Metavinculin als neuen Marker zur Muskelfasertypisierung 
lassen sich zukünftig einerseits anhand von Muskelbiopsien der aktuelle Trainingszustand der hier 
untersuchten Skelettmuskeltypen eingehender feststellen, andererseits aber auch pathophysiologische 
Veränderungen genauer beschreiben. Außerdem kann der Metavinculin-Nachweis bei experimentellen 
Verfahren zum künstlichen Ersatz von Muskelgewebe herangezogen werden (47). Da Metavinculin erst im 
Verlauf der Myofibrillogenese ausgebildet wird (48), kann der Reifegrad der Muskelpräparate verfolgt 
werden. Weitere mögliche Anwendungsgebiete sind die weitergehende Analyse von Kardiomyopathien 
mittels Biopsiematerial sowie die Möglichkeit einer Therapiekontrolle anhand des Nachweises von 





Material und Methoden 
Herstellung der Muskelschnitte 
Direkt nach der Schlachtung wurden Muskelproben der Mm. diaphragmaticus, gastrocnemius und tibialis 
anterior des Rindes noch im Schlachthof entnommen, sofort mit Talkumpuder beschichtet, um 
Gefrierartefakte zu vermeiden, und anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren 
Verarbeitung erfolgte die Lagerung bei -70°C.  
Von allen Muskeltypen wurden in der Querschnittsebene Serienschnitte von 10 µm Schnittdicke bei -21°C 
mit einem Cryostat 1800 (Reichert-Jung, Wien) angefertigt. Die Schnitte wurden auf Polylysine-
beschichtete Glasobjektträger (ThermoFisher Scientific, Rockford, USA) aufgebracht und dann für 30 
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Diese Serienschnitte wurden für Immunfluoreszenz-, 
immunhistochemische sowie enzymhistochemische Analysen verwendet. 
Histologie der Muskelfasern 
Immunhistochemie: Nach dem Fixieren der Schnitte sowie Blockieren der endogenen Peroxidase mit 
Wasserstoffperoxid und Methanol wurden diese für 60 Minuten bei 37°C mit einem anti-Myosin 1 
Antikörper (Novocastra, verdünnt 1:80 in PBS) zur Detektion der langsamen MyHC-Isoformen (MyHCs) 
und anti-Myosin 2 Antikörper (Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, GB; verdünnt 1:80 in PBS) 
zur Detektion der schnellen MyHC-Isoformen inkubiert. Im nächsten Schritt erfolgte die Inkubation mit 
biotinyliertem anti-Maus-Immunglobulin (Verdünnung 1:500 in PBS) für 60 Minuten bei 37°C sowie 
anschließend mit dem Vectastain ABC Kit (Vecta Laboratories, Burlingame, USA) für 30 Minuten. Die 
Färbung erfolgte mittels Inkubation mit 3,3-Diaminobenzidin und 0,1% Wasserstoffperoxid als Substrat für 
die Perioxidase für eine Minute bei Raumtemperatur.  
Im letzten Schritt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe bis Xylene dehydriert und in 
Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe) eingebettet. 
Enzymhistochemie: Die Methode zur Darstellung der Aktivität der mitochondrialen Glycerol-3-Phosphat 
Dehydrogenase (GPDH) nach Lojda (49) wurde leicht modifiziert. Serienschnitte wurden mit einer Lösung 
mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4), 0,005 M DL-3-Glycerolphosphat (Di-Na-Salz), 0,01% Menadion und 
0,05% Nitroblau-Tetrazoliumsalz für 20 Minuten bei 37°C inkubiert.  
Zur Darstellung der Succinatdehydrogenase-Aktivität (SDH) (nach Lojda; 49) wurden die Seriensschnitte für 
30 min bei 37°C inkubiert in einer Lösung bestehend aus 0,05 M Di-Na-Succinat, 0,05 M Tris-Puffer (pH 
7,5) und 0,0015 M Nitroblau-Tetrazoliumsalz. Die Lokalisation der nachzuweisenden Enzyme im 
Gewebeschnitt wird durch einen blauen Farbstoffniederschlag angezeigt.  
Bei der Darstellung der myofibrillären ATPase-Aktivität (nach Brooke und Kaiser; 50) erfolgte in einem 
ersten Schritt eine Vorinkubation der Schnitte für 7 min bei Raumtemperatur in Inkubationspuffer (10 ml 
250 mM Natriumacetat, 10 ml 150 mM Barbitalnatrium, 35 ml destilliertes Wasser; unter Zugabe von 100 
mM Salzsäure auf einen pH-Wert von 4,25 eingestellt). Eine Vorinkubation bei diesem pH-Wert hat sich 
zur Differenzierung von Typ IIA zu Typ IIX Muskelfasern in Muskelgewebeschnitten aus Rind am besten 
bewährt. Anschließend erfolgte das Einstellen der Schnitte für 1 min in eine Spüllösung (20ml 2%-iger 
Calciumchloridlösung, 20ml 0,1M Tris-HCl-Puffer (pH 8,8), 160 ml dH2O; pH-Wert von 7,8). Die ATP-
Inkubationslösung besteht aus 2,87 ml Alkaline Buffer Solution (Sigma), 30 ml destilliertes Wasser und 
darin gelösten 100 mg ATP. Nach Einstellung auf einen pH-Wert von 9,4 und nach Zugabe von 4ml 2%-iger 
Calciumchloridlösung kommt es zur Trübung der Inkubationslösung, sodass diese filtriert werden muss. 
Die Schnitte wurden in der ATP-Inkubationslösung für 45 min bei Raumtemperatur eingestellt. 




2%-ige Cobaltchloridlösung, für 3 Minuten in 10mM Barbitalnatriumlösung inkubiert sowie danach 
mehrfach in destilliertem Wasser zur Spülung eingestellt. Zur Visualisierung wurden die Schnitte für etwa 
10 s in 1%-ige Ammoniumsulfid-Lösung gegeben, wobei sich die Fasern schwarz anfärbten. Nach 
fließender Wässerung mit Leitungswasser wurden die Schnitte in Glyceringelatine eingedeckt.  
Immunfluoreszenzfärbungen Die Muskelschnitte wurden für 20 s mit einer Lösung von 1%-igem Octoxinol 
9 (Triton® X-100)in PBS permeabilisiert und anschließend mit PBS gespült. Im nächsten Schritt erfolgte die 
Fixierung mit 4%-igem Paraformaldehyd in PBS für 1 min mit nachfolgender Spülung mit PBS. 
Anschließend wurde die Permeabilisierung der Membran zur besseren Erreichbarkeit der 
Membranproteine mittels Inkubation der Schnitte für 10 min mit 0,5%-igem Octoxinol 9 in PBS 
durchgeführt und danach wieder mit PBS gespült. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte 
die Inkubation mit Fab-Antikörperfragmenten gegen Mausantikörper in 3% Rinderserumalbumin/PBS. 
Anschließend wurden die Gewebeschnitte 3x 5 min mit PBS gewaschen. Im darauffolgenden Schritt 
wurden die Schnitte mit den Primärantikörpern h-Vin1 (Maus) gegen Metavinculin und Vinculin (1:5000 in 
PBS verdünnt) oder dem gegen Metavinculin gerichteten Antikörper 6E3 (unverdünnt) über Nacht im 
Kühlraum inkubiert. Nach Waschen in PBS erfolgte für 30 min die Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem 
Sekundärantikörper (anti-Maus-IgG, aus der Ziege, markiert mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 
488). Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte das Eindecken mit Mowiol (Carl Roth). Nach dem 
Aushärten wurden die Präparate lichtgeschützt im Kühlschrank aufbewahrt, bis die 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung mit einem Konfokalmikroskop durchgeführt wurde. 
Lichtmikroskopie 
Gefärbte Muskelschnitte wurden mit einem Zeiss Axiovert 200M Epi-Fluoreszenzmikroskop untersucht, 
welches mit A-Plan 10x/NA0,2 Ph1, [Plan-Neo] fluar 40x/NA1,3 und Plan-Apochromat 63x/NA1,4 
Objektiven bestückt ist. Die Steuerung erfolgte durch die AxioVision 4.7.1.0 Software (Carl Zeiss, Jena). 
Muskelfasertypisierung 
Die Muskelfasern wurden in schnelle und langsame Muskelfasern anhand der immunhistochemischen 
Färbungen eingeteilt. Gemäß ihrer Säurestabilität nach saurer Vorinkubation (pH 4,25) kann durch die 
ATPase-Aktivität eine weitere Unterteilung vorgenommen werden in Typen I, IIA, IIAX und IIX. Typ I Fasern 
zeigen starke Aktivität, IIX Fasern mittelmäßige, IIAX Fasern schwache und IIA Fasern kaum bis keine 
Aktivität. Die metabolisch-physiologische Einteilung erfolgte durch Messung der Enzymaktivitäten der 
Succinatdehydrogenase- (SDH) sowie der mitochondrialen Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase (GPDH) in 
Fasern mit hauptsächlich oxidativer (slow oxidative – SO), intermediärer (fast oxidative glycolytic - FOG) 
sowie glykolytischer (fast glycolytic - FG) Energiegewinnung (Punkt 2002). Die Aktivität der SDH ist als 
Bestandteil des Zitratzyklus ein Marker des oxidativen Metabolismus der Zellen, die Aktivität der GPDH 
proportional zu der Aktivität der Schlüsselenzyme der Glykolyse und somit ein guter indirekter Marker des 
glykolytischen Metabolismus. SO-Fasern zeigen hohe SDH- und niedrige GPDH-Aktivität. FG-Fasern 
hingegen weisen sehr hohe GPDH- und sehr niedrige SDH-Aktivität auf. FOG Fasern bestehen aus 
mehreren Untergruppen mit intermediärem Metabolismus zwischen SO und FG. 
Analyse der Serienschnitte 
Gleiche Regionen jeder Reihe der Serienschnitte wurden aufgesucht und ausgewertet. In einem ersten 
Schritt erfolgte bei jeder abgebildeten Muskelfaser die Einschätzung, ob an Costameren lokalisiertes 
Metavinculin vorhanden war (Bewertung als Metavinculin-positiv) oder nicht (Bewertung als 
Metavinculin-negativ), oder ob aufgrund von extrem niedrigen Fluoreszenzsignalen oder Färbeartefakten 
keine eindeutige Zuordnung möglich war (Bewertung als „ambiguous“, uneindeutig). Erst dann erfolgte 




Färbungen. Durch dieses Vorgehen wurde eine subjektive/unbewusste Zuordnung von Metavinculin zu 
bestimmten Muskelfasertypen vermieden. Insgesamt wurden 314 Muskelfasern ausgewertet. 
Zellkultur 
C2C12 Myoblasten wurden mit Dulbecco's Modified Eagle's Medium (PAA, Pasching, Österreich), 10% 
fetalen Kälberserum (Invitrogen, Darmstadt) und 2mM L-Glutamin (PAA, Pasching, Österreich) kultiviert. 
Nach Vermehrung wurden die Zellen mit Trypsin gelöst und auf mit Fibronektinsuspension (25µg/ml) 
beschichteten Deckgläsern neu ausgesät. Am Folgetag wurden die Zellen mit Metavinculin- und Vinculin- 
EGFP-Konstrukten mit Hilfe des Nanofectin Transfektionsreagenz (PAA, Pasching, Österreich) transfiziert. 
Die erfolgreiche Expression der rekombinanten Proteine wurde durch Anregung des EGFP am 
Fluoreszenzmikroskop überprüft. 
Fluoreszenzregeneration nach Photobleichen (FRAP) 
Zur Untersuchung der Proteindynamik von Vinculin in Zell-Matrix-Kontakten lebender Zellen wurden 
fluoreszenzmarkiertes EGFP-Vinculin oder EGFP-Metavinculin in C2C12-Myoblasten überexprimiert und 
die Halblebenszeit der markierten Proteine in den Zell-Matrix-Adhäsionsstellen mittels Photobleichen 
(Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP) untersucht. Dabei wurden im Bereich der 
Adhäsionsstellen die mit Vinculin oder Metavinculin fusionierten EGFP-Fluorophore mit einem 
energiereichen Laserimpuls ausgeblichen und nachfolgend die Wiederkehr der Fluoreszenz durch Einbau 
neuer, ungeblichener Proteinmoleküle in der beobachteten Region über die Zeit verfolgt. Aus diesen 
Messdaten konnte die Halblebenszeit für das fluoreszenzmarkierte Protein berechnet werden: das ist die 
Zeit, die benötigt wird, bis 50 % der vor dem Photobleichen vorhandenen Stärke des Fluoreszenzsignals 
wieder erreicht sind. Proteine mit einer hohen Austauschrate weisen dabei eine kurze Halblebenszeit auf 
und umgekehrt, denn unter Gleichgewichtsbedingungen sollte nur dann ein neues, ungeblichenes 
Proteinmolekül in den Zell-Adhäsionskomplex eingebaut werden können, wenn ein geblichenes dafür 
ausgebaut wurde. Unter diesen Annahmen ließen sich Proteindynamiken in lebenden Zellen indirekt 
verfolgen. Die Versuchsdurchführung wird nachfolgend beschrieben. 
Die Deckgläser mit transfizierten C2C12 Zellen wurden in einer offenen Wärmekammer (Warner 
Instruments) untersucht, verbunden mit einem Olympus Fluo-View1000 Konfokalmikroskop, ausgestattet 
mit einem Plan-Apochromat 100x/NA1,45 Ölimmersionsobjektiv und gesteuert durch die FV10-ASW 
Software (Olympus). Ein 488nm-Argonlaser bzw. ein 405nm-Diodenlaser wurden zur EGFP Anregung bzw. 
zum Photobleichen verwendet. Die zwei Scanköpfe des Konfokalmikroskops erlaubten simultanes 
Bleichen und Aufnehmen von Filmen (ein Bild pro 1,107 s). Das Photobleichen der EGFP-Fluoreszenz der 
Fokalkontakte erfolgte mit bei 405 nm (Diodenlaser, Impulsdauer: 1-2 Bildaufnahmen), begann 5 
Bildaufnahmen nach Filmbeginn und dauerte je nach Regenerationsdauer des Fluoreszenzsignals. Zur 
Analyse wurden nur periphere Fokalkontakte von Zellen mit mittleren Expressionsniveaus EGFP-
markierter Proteine und mit ausreichendem Signal-Rausch-Verhältnis verwendet. 
Die Überexpression der rekombinanten Proteine beeinflusste dabei nicht die Anzahl, Position oder 
Morphologie der Fokalkontakte in den C2C12-Zellen. 
Die Analyse von Zellextrakten mittels Immunoblots zeigte, dass die Expression der (Meta-) 
Vinculinkonstrukte zu einer maximal 2-3-fachen Überexpression verglichen mit endogenem (Meta-) 
Vinculin führte (Ergebnisse nicht gezeigt).  
Analyse Die FRAP-Filme wurden mit dem Programm ImageJ (National Institutes of Health, rsb.info.nih.gov, 
Version 1.38) analysiert. Filme, in denen ein Wandern, Wachsen oder die Auflösung der fokalen 
Adhäsionsstellen zu sehen waren, wurden für die weitergehende Analyse verworfen.  
Die gemessenen Signale wurden auf Photobleichen während der Aufnahme und auf die 




Die graphische Auswertung und statistische Analyse wurde mit Hilfe von SigmaPlot 10 (Systat) 
durchgeführt. Mono- und bi-exponentielle Regressionsfunktionen wurden für die Berechnung der 
Halblebenszeiten und der Proteinmobilitätsverteilungen eingesetzt (51). Die FRAP-Experimente wurden in 
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Klemens Rottner, Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung, 
Braunschweig, durchgeführt. 
CD-Spektroskopie und thermische Proteindenaturierung 
Zur Analyse der Sekundärstruktur rekombinanter Proteinfragmente wurde der Cirkulardichroismus (CD) 
der Proteine in Lösung gemessen. Hierfür wurden filtrierte und entgaste Proteinlösungen in Quartz-
Glasküvetten (Hellma Analytics, Muhlheim) mit einer optischen Weglänge von 0,2 oder 1 cm gefüllt und 
mit einem Jasco J-715 Spektropolarimeter (Jasco, Gross-Umstadt) untersucht. Die Temperaturkontrolle 
erfolgte durch ein externes computergesteuertes Wasserbad. Die Proteinproben wurden in 20 mM 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) verdünnt und vor der Messung zentrifugiert (30 min, 20 000 x g). Die 
Proteinlösungen (Konzentration: 3µM) wurden im Fern-UV-Bereich zwischen 190 und 250 nm 
Wellenlänge aufgenommen bei 20°C mit folgenden Parametern: Auflösung: 0,2 nm, Geschwindigkeit: 
kontinuierliche Messung mit 50 nm/min, Sensitivität: 100 mdeg, Bandweite: 1nm, Reaktionszeit: 1 s, 
Akkumulation: 15 Scan-Überlagerungen. Die Daten wurden umgerechnet in die molare Elliptizität 
bezogen auf die mittlere Masse der Aminosäuren (mean residue weight, MRW) und über die gemessenen 
Wellenlängen aufgetragen. Zur graphischen Darstellung und statistischen Auswertung wurden die 
Programme SigmaPlot (Systat Software, Erkrath) sowie SPSS Statistics (IBM SPSS, Armonk, USA) 
verwendet. Die Daten für die thermische Denaturierung der Proteinfragmente wurden direkt im 
Anschluss an eine initiale Messung mit dem nativen Proteinfragment bei einer ausgewählten 
Beobachtungswellenlänge ermittelt durch schrittweise Steigerung der Küvettentemperatur um 0,1 °C von 
20 auf 90°C (Steigerungsrate 2 °C/min, Integrationszeitintervall: 2 s, Bandweite: 2 nm). Änderungen der 
Elliptizität wurden bei 208 nm gemessen. Die Kurven der thermischen Denaturierung wurden mit dem 
Programm SigmaPlot mittels einer sigmoidalen Regressionskurve analysiert. Der Wendepunkt dieser 
Kurve wurde zur Berechnung des Schmelzpunktes Tm des untersuchten Proteinfragments verwendet. Für 
die statistische Analyse wurde eine ANOVA Varianzanalyse mittels GraphPad Prism 5.0c für Mac 
durchgeführt. Die Experimente zur CD-Spektroskopie wurden von Franziska Dietrich, IZKF 
Nachwuchsgruppe N04, im Labor von Frau Professor Dr. Beck-Sickinger, Institut für Biochemie, Universität 
Leipzig, durchgeführt.  
Herstellung des Metavinculin Antikörpers 
Die Herstellung des Metavinculin Antikörpers erfolgte wie bereits beschrieben (6). Ein 46 Aminosäuren 
umfassendes Peptid, welches einen Metavinculin-spezifischen Sequenzabschnitt beinhaltete, wurde zur 
Immunisierung von Mäusen verwendet. Es konnte ein monoklonaler Antikörper (Klon 6E3) etabliert 
werden, welcher das Aminosäuresequenzmotiv Q-P-I-L-A-A in der Metavinculin-Schwanzdomäne erkennt. 
Die Antikörperherstellung im präparativen Maßstab erfolgte durch Sabine Buchmeier in der Abteilung 
Zellbiologie, Institut für Zoologie, der technischen Universität Braunschweig. Hierfür wurden 
Hybridomzellen in einem miniPERM Bioreaktor (Greiner Bio-One, Frickenhausen) kultiviert und 
Kulturüberstand mit einer IgG-Konzentration von 760µg/ml hergestellt, welcher ohne weitere 
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